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1  UVOD         
Žlahtnjenje rastlin ima ključni pomen pri napredku v kmetijstvu, saj smo z žlahtnjenjem prišli 
do boljših sort, kakovostnejšega ter večjega pridelka. »Napredek je bil seveda povezan s 
spremembami agrotehnike, na primer z uvedbo zvečane pognojenosti tal, s strojno obdelavo, s 
povečanim številom rastlin na hektar, z razvojem fitofarmacevtskih sredstev in podobno« 
(Bohanec in sod., 2004). Rastline so že od nekdaj eden glavnih virov prehrane za človeka.  Na 
začetku je žlahtnjenje temeljilo na odbiri boljših odbrank ter razmnožitvi rastlin z želenimi 
lastnostmi. »O znanstvenem pristopu k žlahtnjenju lahko govorimo pravzaprav šele od leta 
1900 dalje, ko so ponovno odkrili zakone genetike in jih vse bolj pričeli tudi uporabljati v 
sistematičnemu pristopu k žlahtnjenju rastlin« (Bohanec in sod., 2004). Pri nekaterih 
kmetijskih rastlinah je napredek žlahtnjenja v 20. stoletju doprinesel tudi več kot 5-krat večji 
hektarski pridelek, pri nekaterih kmetijskih rastlinah pa te razlike niso bile tako izrazite, 
predvsem zaradi gentskih značilnosti vrste, navajajo Bohanec in sod. (2004). Vendar 
nekaterih želenih lastnosti ne moremo dobiti na standarden način in pri doseganju ciljev 
žlahtnjenja naletimo na omejitve. Te omejitve lahko odpravimo z metodami sodobne 
biotehnologije, ki nam omogoča modifikacijo genetskega materiala, tudi tistih lastnosti, ki jih 
s klasičnim žlahtnjenjem ni mogoče dobiti, na hitrejši ter bolj učinkovit način. Bohanec in 
sod. (2004) navajajo, da je velika večina dosežkov rastlinske biotehnologije le nadgradnja 
klasičnih tehnik. 
2  KLASIČNO ŽLAHTNJENJE 
Med osnovne metode klasičnega žlahtnjenja uvrščamo križanja in odbiro znotraj vrste, 
medvrstno križanje ter izrabo naravnih ali izzvanih mutacij. Pri klasičnemu žlahtnjenju se 
srečujemo s številnimi nepoznanimi geni in večletnimi ponovnimi križanji. Organizmu 
spremenimo lastnosti indirektno, posredno, z izbiro staršev z želenimi lastnostmi, vendar so 
rezultati nepredvidljivi (Wieczorek in Wright, 2012). Z genskim inženiringom pa je zaradi 
direktnega vnosa točno določenega gena v organizem postopek bolj učinkovit, preprost, 
natančen ter hitrejši. 
3  GENSKO SPREMINJANJE, GENSKO SPREMENJENI ORGANIZMI    
Gensko spreminjanje je biotehnološka metoda, s katero v organizem vnesemo točno določen 
gen iz drugega organizma. V skladu s slovensko zakonodajo je gensko spremenjen organizem 
(GSO) »organizem, z izjemo človeka, ali mikroorganizem, katerega genski material je 
spremenjen s postopki, ki spreminjajo ta material drugače kot s to poteka v naravnih razmerah 
s križanjem ali rekombinacijo« (Zakon o ravnanju …, 2005).  
Ali je organizem gensko spremenjen, lahko dokažemo z laboratorijskimi testi, ki pokažejo ali 
je organizmu dodana DNA (ang. deoxyribonucleic acid), ki izvira iz drugega organizma. 
 
 
 
 
 
Kunc P. Opis metod genomskega preurejanja in njegovih dosežkov v žlahtnjenju rastlin. 
 Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za agronomijo, 2020 
 
2 
 
4  GENOMSKO PREUREJANJE 
Genomsko preurejanje je biotehnološka metoda, pri kateri organizmu spremenimo obstoječe 
gene, zvečine pa ne vnašamo novih. Spremenimo lahko izražanje genov, uničimo nezaželene 
gene ali v genom vnesemo rekombinantno DNA. Z genskim preurejanjem ne dobimo gensko 
spremenjenega organizma, saj ne vstavimo novih genov iz drugih organizmov, temveč 
obstoječe uničimo ali spremenimo. Z metodo preurejanja genoma povzročimo mutacijo, 
vendar spremembe niso naključne, saj uničimo oz. spremenimo tarčni gen, pri naravnih ali 
izzvanih mutacijah pa gre za spremembe, ki se lahko zgodijo na kateremkoli delu genoma, 
zato pravimo, da mutacije niso usmerjene (Bohanec in sod., 2004). Po odločitvi evropskega 
sodišča, julija 2018, je genomsko preurejanje v EU izenačeno s postopki GSO.  
4.1   METODE GENOMSKEGA PREUREJANJA 
Genomsko preurejanje z uporabo nukleaz, imenovano tudi GEEN (ang. Genome editing with 
engineered nucleases), je učinkovita metoda genskega inženiringa, ki uporablja »molekularne 
škarje«, to so vodene nukleaze, s katerimi razrežemo DNA molekulo na specifičnih mestih v 
genomu. Nukleaze povzročijo prelom dvojne vijačnice na tarčnem mestu, konci prerezane 
DNA pa se združijo nazaj z DNA popravljalnim mehanizmom. Poznamo dva glavna DNA 
popravljalna mehanizma in sicer NHEJ (ang. Non-homologous end joining) ter homologno 
rekombinacijo (HR). V primeru NHEJ popravljalnega mehanizma, lahko na mestu preloma 
DNA pride do delecij ali insercij (Osakabe Y. in Osakabe K., 2014). Pri homologni 
rekombinaciji se za popravljanje DNA prelomov uporabi zaporedje, ki je homologno tarčni 
sekvenci in omogoča zamenjavo želenih genov (Malzahn in sod., 2017). Izvedenih je bilo že 
veliko poskusov izvajanja mutacij na določenem mestu. Trenutno so najbolj uporabljene 
metode genomskega preurejanja nukleaze z motivi cinkovih prstov, imenovane ZFN (ang. 
Zinc finger nucleases), TALENs (ang. Transcriptor activator-like effector nucleases) ter 
CRISPR/Cas9 (ang. Clustered regulary interspaced short palindromic repeat).  
 
Slika 1: Tarčno preurejanje genoma pri rastlinah z uporabo vodenih nukleaz, ki jih uporabimo za prelom dvojne 
vijačnice na specifičnem lokusu želenega gena. Prelom dvojne vijačnice je popravljen z NHEJ mehanizmom ali 
HR (prirejeno po Osakabe Y. in  Osakabe K., 2014). 
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4.1.1 Nukleaze z motivi cikovih prstov (ZFN) 
Nukleaze cinkovih prstov (ZFN, ang. Zinc finger nucleases) so restrikcijski encimi, 
načrtovani za prerez dvojne vijačnice DNA. ZFN monomer dobimo z združitvijo dveh 
domen: vodeno ZF (ang. Zinc finger) vezavno domeno ter DNA cepitveno domeno z 
nespecifičnim FOK1 restrikcijskim encimom. Za encimatsko aktivnost FOK1 restrikcijskega 
encima je ključna dimerizacija  (Weinthal in sod. 2010). Monomera ZFN se vežeta na DNA 
verigo, vsak prepozna  zaporedje na eni izmed DNA verig, med njima pa je krajše zaporedje, 
dolgo 5-7bp, znotraj katerega dimer FOK1 prereže DNA. Značilna ZF domena je sestavljena 
iz 3-4 posameznih cinkovih prstov, vsak je sposoben prepoznati 3 nukleotide v zaporedju. 
Dimer, sestavljen iz 3 ali 4 ZF domen, prepozna tarčno sekvenco 18-24 baznih parov, kar 
statistično predstavlja posebna mesta v genomu večine organizmov (Osakabe Y. in  Osakabe 
K., 2014; Weinthal in sod., 2010). 
 
Slika 2: Vodena ZF (ang. Zinc finger) domena je sestavljena iz približno 30 aminokislin zvitih v ββα 
konfiguracijo. ZFN tarčno mesto je sestavljeno iz 2 ZF domen. 5-7 bp prazno mesto, katerega prepozna FOK1 
domena, je locirano med dvema ZF vezavnima mestoma (prirejeno po Osakabe Y. in  Osakabe K., 2014). 
4.1.2 Nukleaze TAL efektorjev - TALENs   
TALE (ang. Transcription activator-like effector) proteini so DNA-vezavne domene, ki v 
naravi izvirajo iz različnih rastlinskih patogenov rodu Xanthomonas (Osakabe Y. in  Osakabe 
K., 2014). TALE proteini so sestavljeni iz centralne domene, ki je odgovorna za vezavo z 
DNK, jedrnih lokalizacijskih signalov ter domene, ki deluje kot aktivator za transkripcijo 
tarčnega gena (Kamburova in sod., 2017). Centralna domena TALE proteinov sestoji iz 13-28 
ponavljajočih se monomerov, sestavljenih iz ~34 aminokislin. Zaporedje aminokislin v 
posameznem monomeru je zelo podobno, le na poziciji 12 in 13 sta aminokislini  
hipervariabilni, imenujemo ju RVD (ang. Repeat-variable diresidues). Kristalna struktura 
TALE proteinov je pokazala, da je drugi od RVD aminokislinskih ostankov tisti, ki prepozna 
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in se veže z določenim nukleotidom DNA zaporedja. TALEN (ang. Transcription activator-
like effector nucleases) je s svojimi številnimi prednostmi pomembna in učinkovita metoda 
genomskega preurejanja v številnih celicah in organizmih. Prav tako kot pri metodi ZFN, gre 
za načrtovane restrikcijske encime, s katerimi izzovemo prelom dvojne vijačnice DNA.  
TALEN je sestavljen iz DNA- vezavne domene, izpeljane iz TALE proteinov, ter cepitvene 
domene, katero predstavlja  FOK1 endonukleaza. Načrtovan TALEN prepozna tarčno mesto 
dveh TALE-vezavnih mest, vsako na eni izmed  DNA verig. TALE- vezavni domeni sta 
ločeni z vmesnim prostorom, dolžine 12-20 baznih parov. To vmesno mesto prepozna dimer 
encima FOK1, ki je ključen za prelom dvojne vijačnice na tarčnem mestu (Osakabe Y. in  
Osakabe K., 2014). 
 
 
Slika 3:  TALE protein iz rodu Xanthomonas v nativni obliki ter načrtovan TALEN, sestavljen  iz TALE-
vezavne domene ter FOK1 endonukleaze  (prirejeno po Osakabe Y. in  Osakabe K., 2014). 
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4.1.3 CRISPR/Cas9 
Alternativa pogosto uporabljenima metodama ZFN in TALEN, je CRISPR (ang. Clustered 
regulary interspaced short palindromic repeats)/Cas9 (protein 9, povezan z CRISPR), metoda 
za mestno specifično mutagenezo (Osakabe Y. in  Osakabe K., 2014). CRISPR/cas9 je 
inovativna metoda genomskega preurejanja, ki temelji na RNA-vodenih nukleazah.  
Ker gre za preprosto, učinkovito in vsestransko metodo, se hitro razvija je področju 
genomskega preurejanja  prevzela vodilno mesto. Najbolj razširjen sistema CRISPR  je tip II 
iz bakterije Streptococcus pyogenes, sicer poznamo tip I, II in III. Gruče enakomerno 
prekinjenih palindromnih ponovitev-CRISPR/Cas, je prilagodljiv imunski sistem, ki so ga 
razvile bakterije in arheje kot obrambni mehanizem pred vdorom virusov (Bortesi in Fischer, 
2015). 
V naravnem bakterijskem sistemu  protein Cas9 vodi struktura dveh RNA, CRISPR RNA 
(crRNA), ki vsebuje 20 baznih parov (bp) dolgo zaporedje, komplementarno tarčni DNA in 
transaktivajoča CRISPR RNA (tracrRNA), ki stabilizira strukturo in aktivira Cas9, da prereže 
tarčno DNA (protospacer). Predpogoj, da Cas9 prereže tarčno DNA, je PAM motiv (ang. 
Protospacer adjacent motif), ki ima po navadi zaporedje 5'-NGG-3', redkeje 5'-NAG-3' 
(Bortesi in Fischer, 2015). 
CRISPR lokus v gostiteljskem organizmu služi kot spomin za vdirajoče patogene. Ob 
ponovnem vdoru enakega patogena, crRNA vdor prepozna in prepiše ustrezen niz iz 
specifičnega lokusa. crRNA in tracrRNA vodita Cas9 do mesta tarčne sekvence in se vežeta 
nanj, Cas9 pa ustvari dvojni prelom DNA in s tem prepreči podvajanje patogena (LaFountaine 
in sod., 2015). Cas9 ima dve nukleazni domeni in sicer NHN in RuvC. NHN cepi 
komplementarno DNA, RuvC pa nekomplementarno DNA, s tem dobimo dvojni razrez tarčne 
DNA (Belhaj in sod., 2013). 
Voden CRISPR/Cas9 sistem je zmožen doseči želeno mesto v katerikoli genomski DNA z 
uporabo specifično načrtovane gRNA (ang. guide-RNA) skupaj z PAM motivom (Bortesi in 
Fischer, 2014). Jinek in sodelavci so dokazali, da z združitvijo crRNA in tracrRNA dobimo 
enako učinkovito sintetizirano himero kot je struktura gRNA (crRNA in tracrRNA). 
Sintetizirano himero imenujemo sgRNA (ang. single-guide RNA), enojna vodilna RNA. Tako 
je sistem CRISP/Cas9 sestavljen iz dveh komponent, Cas9 in sgRNA (Belhaj in sod., 2013). 
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Slika 4: Razrez DNA z vodilno-RNA in cas9. (a) V naravnem bakterijskem sistemu je Cas9 voden do tarčne 
DNA s strukturo iz crRNA in tracrRNA. (b) Cas9 reprogramiran, da razreže DNA s sgRNA- sintetizirana himera 
pridobljena z združitvijo crRNA in tracrRNA (prirejeno po Bortesi in Fischer, 2015).  
5  ZAKONSKA REGULATIVA NBT V EVROPSKI UNIJI IN NEKATERIH DRUGIH 
DRŽAVAH 
5.1  EVROPSKA UNIJA 
Trenutna zakonodaja v evropski uniji (EU) temelji na Direktivi 2001/18 (Direktiva o 
namernem sproščanju gensko spremenjenih organizmov v okolje) ter uredbi 1829/2003 in 
1830/2003. V 2. točki 2. člena direktive je GSO definiran kot »organizem z izjemo človeka, 
katerega genetski material je bil spremenjen na način, ki se ne pojavlja v naravi s križanjem 
in/ali naravno rekombinacijo.« Ker nekatere natančne tehnike žlahtnjenja posnemajo procese, 
ki se pojavljajo v naravi, bi lahko trdili, da so te tehnike izvzete iz definicije o GSO. 1. točka 
3. člena Direktive o namernem sproščanju GSO, skupaj s prilogo 1B, iz opredelitve izvzema 
mutagenezo. Mutageneza je tehnika, ki prinaša genetske spremembe, ki so rezultat 
človekovega posredovanja, zato se v skladu z EU zakonodajo uvršča med GSO. Že nekaj let 
pa ni znano katere vrste mutageneza je zajeta v oprostitvi (Priloga 1B) (Eriksson in sod., 
2019). 
Sodba Evropskega sodišča (CJEU), o razlagi členov 2 in 3, ter prilogah 1A in 1B k Direktivi 
o namernem sproščanju GSO, je bila sprožena, ko je francoski Conseil d'Etat (državni svet) 
3.10.2018 od CJEU zahtevala prehodno odločbo po pritožbi devetih francoskih organizacij 
(Eriksson in sod., 2019). 
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18.1.2018 je generalni pravobranilec predložil mnenje, da produkti, narejeni z mutagenezo v 
glavnem zajema opredelitev GSO, v nasprotnem primeru mutageneze ne bi bilo potrebno 
izvzeti iz definicije. Sodišče Evropske unije je 25.7.2018 izdalo sodbo, v nasprotju z 
generalnim pravobranilcem. Sodišče je potrdilo, da so tehnike mutageneze izenačene s 
postopki GSO (Eriksson in sod., 2019). 
 5.2  ARGENTINA 
Argentina je ena izmed prvih držav Latinske Amerike, ki je začela z ocenjevanjem biološke 
varnosti GSO za uporabo v kmetijstvu. CONABIA (šp. Comision Nacional Asesora de 
Biotecnologia Agropecuaria), Argentinska državna svetovalna komisija za kmetijsko 
biotehnologijo, se je odločila, da bo opredelitve GSO v Kartagenskem protokolu o biološki 
varnosti h konvenciji o biološki raznovrstnosti (CBD), vključila v Sklep 701/11, ki ureja 
dejavnosti z GSO za kmetijsko uporabo (Eriksson in sod., 2019). 
 
CONABIA uporablja različna merila za določitev ali je produkt obravnavan kot GSO. Kor 
prvo, je produkte, dobljene s katero koli NBT (ang. New breeding techniques), novo tehniko 
žlahtnjenja, potrebno predložiti v predhodno posvetovanje. Drugo upoštevanje pa je obseg 
genetskih sprememb. Na podlagi teh dveh meril in dveh letih razprave je bil sprejet Sklep 
173/15, ki predstavlja postopek za določitev ali je produkt z uporabo NBT vključen v Sklep 
701/11 (Eriksson in sod., 2019). 
 
Med postopkom zgodnjega ocenjevanja, odbor za biološko varnost analizira ali je v genomu 
nova kombinacija genetskega materiala. V pozitivnih primerih se produkt šteje kot GSO, v 
negativnih primerih pa odbor analizira ali so tekom razvoja uporabljeni transgeni. Če končni 
produkt  vsebuje transgene, je sodi pod regulacijo GSO, če pa produkt ne vsebuje nove 
kombinacije genetskega materiala, je obravnavam kot klasično žlahtnjen (Eriksson in sod., 
2019). 
5.3  BRAZILIJA 
Veljavni zakon o biološki varnosti v Braziliji je bil sprejet leta 2005. Zakon daje pooblastilo 
Brazilski nacionalni tehnični komisiji (CTNBio), da oceni, kako NBT vplivajo na biološko 
varnost za okolje ter zdravje ljudi in živali, nato pa po potrebi predlaga zakonodajo v zvezi z 
NBT. Ko je bil zakon uveljavljen, je bila večina NBT še v povojih, zato je CTNBio leta 2014 
ustvarila delovno ekipo strokovnjakov, ki je 3 leta preučevala NBT, da bi predlagala 
posodobljen normativ. Sklep št. 16 je bil objavljen 15.1.2018 v okviru Brazilskega zakona o 
biološki varnosti. Sklep temelji na izkušnjah drugih držav ter na sistemu obravnave vsakega 
primera posebej (case-by-case consultation system), ki oceni ali bo produkt obravnavan kot 
transgen ali konvencionalen organizem (Eriksson in sod., 2019). 
5.4  KOLUMBIJA 
Kolumbijski inštitut za kmetijstvo ICA (šp. Instituto Colombiano Agropecuario) je odgovoren 
za izvajanje tehničnega nadzora nad proizvodnjo in komercializacijo kmetijskih surovin, 
živalskega genetskega materiala ter semena za setev. Nedavno, 1.8.2018,  je ICA objavila 
Sklep 00029299, ki določa postopek za produkte pridobljene z inovativnimi tehnikami za 
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izboljšanje rastlinskih lastnosti s pomočjo sodobne biotehnologije, kjer končni produkt ne 
vsebuje tujega genetskega materiala. Iz tega pa sledi odločitev ali bo produkt spadal pod GSO 
ali ne (Eriksson in sod., 2019). 
5.5  ČILE   
Obstoječ Zakon 1523/2001 določa postopke za uvoz, razmnoževanje ter izvoz razmnoženega 
gensko spremenjenega materiala. Zakon 1523/2001 dovoljuje gensko spremenjeno seme 
izključno za izvoz in raziskovalno-razvojno dejavnost, seme pa ne sme ostati v državi ali se 
lokalno komercializirati (Eriksson in sod., 2019). 
V Čilu so začeli razpravljati o NBT leta 2016, kar je posledica vse večjega zanimanja ostalih 
držav Latinske Amerike za ta napredek v rastlinski biotehnologiji. Delovna skupina različnih 
vladnih agencij Ministrstva za kmetijstvo, je julija 2017 objavila splošne pogoje za postopke 
analize posameznega primera (case-by-case analysis), saj NBT predstavljajo pomemben 
napredek za nacionalne dejavnosti. Analiza vsakega primera, pridobljenega z NBT temelji na 
tem ali je prišlo do nove kombinacije genetskega materiala. Analizo opravi SAG (šp. Servicio 
Agricola y Ganadero), Služba za kmetijstvo in živinorejo, oddelek za gozdarstvo in zaščito 
kmetijstva (Eriksson in sod., 2019). 
5.6  KANADA 
Kanada ureja GSO na podlagi produkta, vendar uporablja sistem, ki ureja rastline z novimi 
lastnostmi, v nadaljevaju  PNT (ang. plant with novel traits), ne glede na način, ki je 
uporabljen za razvoj (Eriksson in sod., 2019). Definicijo PNT je izdala Kanadska inšpekcija 
za hrano in sicer opredeljuje PNT kot rastlino z novimi lastnostmi, ki je v Kanadskem okolju 
novost in s to lastnostjo vpliva na rabo in varstvo rastline z ozirom na okolje in zdravje 
človeka. Te lastnosti so lahko pridobljene z uporabo biotehnologije, mutageneze ali s 
klasičnim žlahtnjenjem (Sprink in sod., 2016). Rastlina, spremenjena z uporabo mutagenih 
kemikalij ali sevanja, je ob upoštevanju varnostnih in agronomskih zahtev lahko obravnavana 
kot konvencionalno pridobljena sorta, medtem ko so transgeni organizmi vedno PNT. 
Rastlino spremenjeno s tehnikami mutageneze lahko uvrstimo med PNT, če je gen 
spremenjen tako, da se sprememba odraža za 30% ali več. V letih 2013 in 2014 je Kanada 
odobrila dve sorti oljne ogrščice, tolerantni na herbicid, ki sta bili genomsko preurejeni. 
Odkar so bile leta 1995 gensko spremenjene sorte oljne ogrščice odobrene za proizvodnjo, se 
vse gensko spremenjene sorte regulirajo kot PNT, kar predstavlja problem za žlahtnitelje, saj 
mnogi uvozniki status PNT enačijo z GSO. Če se bodo predpisi za genomsko preurejanje 
obravnavali kot PNT, bo to najverjetneje vodilo do prepovedi uporabe teh tehnologij 
(Eriksson in sod., 2019). 
5.7  AVSTRALIJA 
Avstralija GSO regulira v skladu z zakonom »Gene technology act 2001«, sprejetim 2001. 
Zakon opredeljuje uporabo GSO za raziskave, poljske poskuse ter komercialno sproščanje. 
FSANZ (ang. Food Standards Australia New Zeland) pa vzporedno ocenjuje vloge za 
odobritev hrane, pridobljene iz GSO. Poleg nacionalne zakonodaje, imajo tudi zvezne države 
in teritorialne vlade možnost omejitve sproščanja GSO. OGTR (ang. Office of the Gene 
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Technology Regulator) je sprožil pregled obstoječega zakona, da bi pojasnili ali so organizmi, 
razviti z NBT, uvrščeni med GSO in uredili zakon sorazmerno s tveganjem (Eriksson in sod., 
2019). 
Pregled uredb o regulaciji genske tehnologije v državi se je zaključil s spremembami 
pravilnika in s tem so odpravili nejasnosti v zvezi z NBT. 8.10.2019 je začel veljati predpis, ki 
dovoljuje uporabo NBT pod pogojem, da ne nastaja nov genetski material. Dovoljena je 
uporaba SDN1 (ang. Site-directed nucleases) nukleaz, ki na tarčnem mestu razrežejo DNA, 
naravni popravljalni mehanizem pa prelom popravi brez uporabe matrice, ob popravilu pa se 
vrinejo mutacije (popravljalni mehanizem z NHEJ) (Australia to deregulate …, 2019).  Pri 
SDN2 in SDN3 pa gre za popravljalni mehanizem s HR in je uporabljena matrica, zato SDN 
tipa 2 in 3 sodita pod regulacijo GSO (Jeong-Il  in Jae-Yean, 2019). 
5.8  ZDA 
Regulativni sistem, ki deluje v ZDA se je razvijal v zadnjih petih desetletjih in leta 1984 je bil 
izdan usklajen okvir za regulacijo, ki je še vedno ključni dokument o biotehnologiji v ZDA. 
EPA (ang. Environment  Protection Agency), USDA (ang. US Department of Agriculture) in 
FDA (ang. Food and Drug Agency), so tri agencije, ki so v ZDA odgovorne za regulacijo 
biotehnologije, vključno z genskim inženiringom. Agencija FDA je odgovora za zdravila, 
pridobljena s sodobno biotehnologijo, USDA za transgene rastline, EPA pa za pesticide in 
gensko inženirane mikrobne pesticide (Sprink in sod., 2016). 
Odločitev omenjenih agencij o biotehnoloških postopkih je temeljila na znanstvenih podatkih, 
ki so bili zbrani v okviru ocen tveganja za ljudi in okolje. V Ameriškem sistemu urejanje 
genoma z ODM (ang. Oligonucleotide-directed mutagenesis) in SDN ni stvar regulacije, če v 
genom ni integrirano PEST zaporedje (peptidno zaporedje, bogato z Prolinom (P), 
Glutaminsko kislino (E), Serinom (S) in Treoninom (T)). Postopek urejanja genoma, ki 
vključuje le mutacije ni reguliran, saj ne predstavlja tveganja za ljudi ali okolje. Za ravnanje z 
GE in bodočo biotehnologijo je bil leta 2015 sprejet memorandum, kjer je, poleg drugih 
vidikov,  jasno poudarjeno, da mora bodoča regulacija biotehnologije temeljiti na 
razpoložljivi znanosti, biti pregledna in učinkovita. Z ustanovitvijo delovnih skupin kot del 
ETIPC (ang. Technologies Interagency Policy Coordination group) naj bi bili doseženi zadani 
vidiki. Skupino sestavljajo člani izvršnega urada, FDA, EPA ter USDA, ki usklajeno delujejo 
z drugimi zveznimi agencijami (Sprink in sod., 2016). 
6  PRIMERI GENOMSKEGA PREUREJANJA Z METODAMA CRISPR/Cas9 in 
TALEN  
6.1  IZBOLJŠANA ODPORNOST NA BOLEZNI IN HERBICIDE 
6.1.1  Izboljšana odpornost na sivo riževo pegavost pri rižu z uporabo CRISPR/Cas9 
metode  
Siva riževa pegavost je ena izmed najbolj uničujočih bolezni riža širom sveta. V navedenem 
poljskem poskusu, izvedenem na Kitajskem, so znanstveniki želeli izboljšati odpornost na 
sivo riževo pegavost. Z metodo CRISPR/Cas9 so ciljali gen OsERF922 pri rižu (Oryza Sativa 
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L.) in ga z delecijami onesposobili. Rezultati so pokazali, da so se bolezenski znaki po okužbi 
s patogenom znatno zmanjšali, prav tako pa ni bilo opaziti bistvenih odstopanj pri ostalih 
agronomskih lastnostih med mutantnimi linijami in divjim tipom, zato je metoda 
CRISPR/Cas9 koristen pristop za povečanje odpornosti na sivo riževo pegavost pri rižu 
(Wang in sod., 2016). 
6.1.2  Odpornost na virus rumene pritlikavosti pri ječmenu z uporabo CRISPR/Cas9 
metode  
Virusi rumene pritlikavosti so zelo razširjeni rastlinski virusi, katerih simptomi na okuženih 
rastlinah so rumeno-rdeča razbarvanja ter pritlikavost, bolezen pa lahko povzroči znatno 
izgubo pridelka. Najpomembnejši prenašalci tega virusa so listne uši. Ker so v Evropi so leta 
2018 prepovedali uporabo semena, tretiranega z neonikotinoidi, s čimer bi lahko znatno 
zmanjšali količino uporabljenega insekticida, so madžarski znanstveniki z uporabo 
CRISPR/Cas9 metode preuredili genom ječmena (Hordeum vulgare L.) in s tem pridobili 
odpornost na virus rumene pritlikavosti. Rezultati kažejo, da lahko v primeru, da rastlina 
naravno ni odporna na virus rumene pritlikavosti, uporabimo CRISPR/Cas9 metodo za 
učinkovito odpornost na omenjen virus, vendar sta izbira učinkovite sgRNA in zagotovitev 
njenega pravilnega izražanja pogoj za optimalen rezultat (Kis in sod., 2019). 
6.1.3  Odpornost na CBSD virus pri manioki z uporabo CRISPR/Cas9 metode 
Manioka (Manihot esculenta C.) je pomembna rastlina v afriških državah. Je 5. najpogosteje 
gojena rastlina na svetu, takoj za koruzo, rižem, pšenico in krompirjem. Organizacija FAO je 
leta 2011 opozorila na širjenje virusa, ki uničuje pridelek in s tem ogroža preživetje mnogih.  
Virus je odgovoren za razvoj bolezni CBSD (ang. cassava brown streak disease), katere 
simptomi so rjavkast in neužiten gomolj, nadzemni del rastline pa ne kaže nobenih znakov 
okužbe. Raziskovalci iz Kalifornijske univerze so s pomočjo metode CRISPR/Cas9 uspeli 
povečati toleranco na CBSD pri manioki. Ciljali so gena nCBP-1 in nCBP-2 vsakega 
posamezno ter v tandemu nCBP-1/nCBP-2. Mutanti nCBP-1/nCBP-2 so pokazali zapoznele 
in oslabljene simptome bolezni ter zmanjšanje obsega in pojava koreninskih nekroz. V 
genotipu preurejenih rastlin so bile opažene insercije (1-16bp) ter delecije (127bp). Od vseh 
preučenih rastlin, je bila pri  91% rastlin opažena CRISPR/Cas9 aktivnost. Rezultati kažejo, 
da s spreminjanjem več genov pri manioki dosežemo višjo toleranco na CBDS (Gomez in 
sod., 2019). 
6.1.4  Povečana odpornost na belo gnilobo oljne ogrščice z uporabo CRISPR/Cas9 
metode 
Bela gniloba oljne ogrščice je glivična bolezen, ki se pojavlja pri številnih rastlinah. Največ 
škode povzroči v letih s toplimi, zgodnjimi poletji in visoko vlažnostjo. Pri oljni ogrščici 
(Brassica napus L.) se bolezenski znaki kažejo po cvetenju. Na začetku so opazne belo-sive 
lise, ki se kasneje razvijejo v belo glivično tkivo, ki vodi do gnitja stebla. Pri oljni ogrščici 
lahko bolezen povzroči od 5-100% izgubo pridelka, odvisno od resnosti okužbe. Kitajski 
znanstveniki so s CRISPR/Cas9 uspešno ciljali gena BnWRKY11 in BnWRKY70 in s tem 
zmanjšali občutljivost rastlin v primerjavi z divjim tipom. Rezultati so razkrili, da so mutanti 
BnWRKY70 ob izgubi funkcije gena pokazali večjo odpornost na bolezen, če pa je bil gen 
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preveč izražen, se je odpornost še zmanjšala. Rezultati pri mutantni liniji BnWRKY11 pa niso 
pokazali pomembnih razlik v odpornosti. CRISPR/Cas9 metoda je učinkovita metoda za 
teoretične raziskave funkcij genov kot tudi za izboljšanje agronomskih lastnosti (Sun in sod., 
2018). 
6.1.5  Odpornost na Y virus pri krompirju z uporabo CRISPR/Cas9 metode 
Krompirjev virus Y povzroča največjo gospodarsko škodo pri krompirju. Virus prenašajo 
listne uši. Izgubo donosa povzročijo majhni gomolji, prav tako pa je zmanjšana tudi vsebnost 
škroba v gomoljih. Ruski in nemški znanstveniki so v tej študiji onesposobili koilin gene, za 
katere je znano, da vplivajo na interakcijo med gostiteljsko rastlino in virusom. Gen so 
poskušali preurediti v tetraploidnem krompirju (Solanum tuberosum L.), sorte Chicago z 
uporabo metode CRISPR/Cas9. Zaznali so bistveno izboljšanje odpornosti pri rastlinah, ki so 
jih preuredili v primerjavi z divjim tipom. Prav tako so pri preurejenih rastlinah raziskovali 
dva tipa abiotskega stresa (slanostni in osmotski). Pri slanostnem stresu so zaznali razlike v 
razvoju listov. Pri kontrolnih rastlinah so v 11. dnevu opazili porumenoelost in odpadanje 
listov, po 18. dnevu so stresni simptomi postali še bolj intenzivni. Opazne so bile razlike med 
kontrolnimi in preurejenimi rastlinami. Pri osmotskem stresu so prav tako boljšo odpornost na 
osmotski stres ugotovili pri rastlinah s preurejenim koilin genom, kar pa je najverjetneje 
posledica bolj uspešnega razvoja korenin (Makhotenko in sod., 2019). 
6.1.6  Izboljšana odpornost na viruse pri kumarah z uporabo CRISPR/Cas9 metode 
Rastlinski virusi povzročajo škodo na rastlinah in zmanjšan donos pridelka. Poznamo več 
možnosti za razvoj rastlin, odpornih na viruse. Ena izmed možnosti je klasično žlahtnjenje, 
druga možnost pa je genomsko preurejanje, ki omogoča tarčno spreminjanje določenega gena 
in ne zahteva številnih povratnih križanj, kot pri klasičnemu žlahtnjenju. V tej raziskavi so 
znanstveniki prikazali razvoj odpornosti na virus pri kumarah (Cucumis sativus L.) z uporabo 
CRISPR/Cas9 metode. Ciljali so gen eIF4e pri kumarah in želeli onesposobiti njegovo 
delovanje. eIF4E je celični faktor translacije, ki je ključen za razvojni cikel Potyviridae. 
Rezultati so pokazali, da so z motnjo delovanja gena eIF4E pridobili rastline, ki so odporne na 
virus, brez drugih sprememb v genomu, kar ponovni potrdi, da je CRISPR/Cas9 učinkovita in 
koristna metoda za spreminjanje lastnosti pri rastlinah (Chandrasekaran in sod., 2016). 
6.1.7  Banana, odporna na BSV virus z uporabo CRISPR/Cas9 metode 
Banana (Musa x Paradisiaca L.) je eno izmed najpomembnejših živil v mnogih tropskih in 
subtropskih delih Amerike, Afrike in Azije. Virus BSV (ang. Banana streak virus) v genomu 
miruje in se aktivira le v stresnih pogojih (temperaturni, vodni stres), kar vodi do bolezni 
rastlin in s tem povezanimi izgubami pridelka. Raziskovalci iz Kenije in ZDA so z uporabo 
CRISPR/Cas9 metode spremenili gene virusa v genomu banane. Za svoje delo so uporabili 
gojeno sorto, ki je razširjena v vzhodni in srednji Afriki. Rezultati so pokazali, da je 75% 
preurejenih rastlin ostalo brez bolezenskih simptomov v stresnih razmerah, kar potrjuje 
inaktivacijo BSV virusa pri preurejenih rastlinah (Tripathi in sod., 2019). 
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6.1.8  Odpornost na herbicide pri lubenici z uporabo CRISPR/Cas9 metode 
Lubenica (Citrullus lanatus) spada v družino bučevk. Ker bučevke za svojo rast potrebujejo 
veliko prostora, je gostota plodov na polju relativno nizka, zaradi tega so polja, kjer so gojene 
lubenice zelo dovzetne za plevel. Kitajski znanstveniki iz agronomske univerze so z uporabo 
točkovnih mutacij spremenili gen, ki je odgovoren za toleranco na herbicide. Z uporabo 
CRISPR/Cas9 metode so ustvarili gojene rastline, tolerantne na herbicid. Izbrali so gen ALS, 
ki kodira encim acetolaktat sintazo, ki je ključni encim za biosintezo razvejanih aminokislin 
(levcin, izolevcin in valin). Znano je, da mutacije ALS genov povzročijo višjo odpornost na 
herbicide pri različnih rastlinskih vrstah. Natančna analiza je pokazala, da sprememba C 
(citozina) v T (timin) v kodonu Pro190, povzroči spremembo aminokislin in povzroči 
mutacijo, ki vodi do odpornosti na herbicid pri lubenici. Rezultati so pokazali, da so z 
uporabo CRISPR/Cas9 metode prišli do netransgenih rastlin, odpornih na herbicid in so 
genetsko identične tistim, ki so bile pridobljene s klasično mutagenezo (Tian in sod., 2018). 
6.2.  IZBOLJŠANJE TOLERANCE NA STRESNE RAZMERE 
6.2.1  Izboljšanje tolerance na slanost tal pri rižu z uporabo CRISPR/Cas9 metode 
Zasoljenost tal je pogosto posledica namakanja in predstavlja eno največjih groženj v 
rastlinski proizvodnji, saj večina gojenih rastlin ne more uspevati, če je koncentracija soli v 
tleh previsoka. V zadnjih letih je bilo ugotovljenih več genov, ki vplivajo na solno toleranco. 
Kitajski znanstveniki iz Univerze Huazhong so s CRISPR/Cas9 metodo ciljali gen OsRR22 v 
rižu (Oryza sativa L.) in uspešno izboljšali toleranco na povišane koncentracije soli v tleh pri 
rižu. Rezultati so pokazali, da je solna toleranca T2 homozigotne mutantne linije, v primerjavi 
z divjim tipom, bistveno višja, prav tako pa ni opaznih bistvenih odstopanj pri ostalih 
agronomskih lastnostih med T2 homozigotno mutantno linijo in divjim tipom. Metoda 
CRISPR/Cas9  je učinkovit pristop za izboljšanje tolerance na slanost pri rižu  (Zhang in sod., 
2019). 
6.2.2  Toleranca na sušne razmere pri koruzi z uporabo CRISPR/Cas9 metode 
Ekstremni vremenski pojavi kot so vročinski valovi, suše ter obilne padavine so vse 
pogostejši, zato si znanstveniki po vsem svetu prizadevajo, da bi uspeli pridobiti rastline, ki bi 
uspevale tudi v ekstremnih pogojih. Ameriški znanstveniki so preučevali koruzo (Zea mays 
L.) in z metodo CRISPR/Cas9 želeli pridobiti rastline, ki se bolje spopadajo s sušo. Gen 
AGRO8 pri koruzi je negativni regulator etilena. Prejšnje študije so pokazale, da povečana 
aktivnost tega gena pri rastlinah izboljša donos zrnja v sušnih razmerah ter zmanjša 
občutljivost na etilen, zato so s CRISPR/Cas9 metodo ustvarili nove različice AGRO8. 
Rezultati so pokazali, da so modificirane rastline v primerjavi z divjim tipom povečale donos 
zrnja in niso imele izgube donosa v pogojih z zadostno količino vode, kar kaže na uporabnost 
CRISPR/Cas9 metode za pridobivanje rastlin, odpornih na sušo (Shi in sod.,2017). 
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6.3  IZBOLJŠANE RASTLINSKIH LASTNOSTI IN VSEBNOST KOMPONENT  
6.3.1  Povišana vsebnost vitamina C v solati z uporabo CRISPR/Cas9 metode 
Askorbinska kislina, bolje poznana kot vitamin C, ima pomembno vlogo v prehrani ljudi in 
živali. V primerjavi z pomarančami, ohrovtom in brokolijem, ki veljajo za bogat vir vitamina 
C,  ima solata (Lactuca sativa L.) relativno majhno vsebnost omenjenega vitamina. Kitajski 
raziskovalci so z metodo CRISPR/Cas9 uspeli preurediti gen LsGGP2, kar je privedlo do 
povečanja vsebnosti vitamina C v solati za približno 150%, hkrati pa višja vsebnost vitamina 
C upočasni rjavenje solate. Rezultati so pokazali, da so z delecijami nukleotidov gena 
LsGGP2 v mutantnih linijah dosegli bistveno višje vsebnosti vitamina C v primerjavi z divjim 
tipom (Zhang in sod.,2018). 
6.3.2  Spremenjena sestava škroba pri krompirju z uporabo CRISPR/Cas9 metode 
Krompir (Solanum tubersum L.) se večinoma prideluje za prehrano, vendar je krompirjev 
škrob prav tako uporabljen za industrijsko rabo. Škrob je ključna sestavina krompirja, 
sestavljen iz dveh komponent, amilopektina (približno 75%) ter amiloze (približno 25%). Za 
industrijsko uporabo je potreben je le amilopektin, zato je komponenti potrebno ločiti. To je 
mogoče doseči z kemijskimi, fizikalnimi ali encimatskimi procesi, ki pa zahtevajo veliko dela 
in znanja. Švedski znanstveniki so uporabili CRISPR/Cas9 metodo za preureditev gena, ki je 
odgovoren za nastajanje amiloze. Encim GBSS, (ang. granule-bound strach synthase), ki je 
odgovoren za sintezo amiloze, kodira gen GBSS1. Znanstveniki so ciljali gen GBSS1 in s tem 
dobili krompir, ki proizvaja le amilopektin. Rezultati so pokazali, da je večina nastalih 
mutacij vsebovala manjše insercije/delecije (1-10bp), prav tako pa so pri nekaterih mutantnih 
linijah našli insercije (34-236bp) vektorske DNA (Andersson in sod., 2017). 
6.3.3  Izboljšana kvaliteta sojinega olja z uporabo metode TALEN  
Sojino olje (Glycine max (L.) Merr.) vsebuje veliko polinenasičenih maščob, ki so koristne za 
naše zdravje, vendar je pogosto delno hidogenizirano, saj mu s tem podaljšamo rok trajanja in 
izboljšamo oksidativno stabilnost. S procesom delne hidrogenizacije pa nastajajo trans 
maščobe, ki ogrožajo zdravje. Linije soje z nizko vsebnostjo polinenasičenih maščob so 
nastale z mutacijo genov FAD2-1A in FAD2-1B, ki kodirata 2 encima (desaturazi) s funkcijo 
pretvorbe mononenasičenih maščob (oleinska kislina) v polinenasičene maščobe (linolenska 
kislina) v semenu. Mononenasičene maščobe so oksidativno stabilnejše in imajo daljši rok 
uporabe, zaradi česar se lahko izgonemo delni hidrogenizaciji in posledično trans maščobam. 
Znanstveniki so z metodo TALEN zmanjšali aktivnost FAD2-1A IN FAD2-1B genov, da bi 
pridobili rastline soje z večjo vsebnostjo oleinske kisline.  V DNA 4/19 linij, ki so izražale 
aktivnost TALE nukleaz, so opazili mutacije genov FAD2-1A IN FAD2-1B. ¾ transgenih 
linij pa so mutacije prenesle na naslednjo generacijo. Prav tako se je spremenila vsebnost 
maščobnih kislin v semenu. Vsebnost oleinske kisline se je povišala iz 20% na 80%, delež 
linolenske kisline pa se je iz 50% zmanjšal na manj kot 4%. Poleg teh rezultatov pa so bile 
opažene rastline, ki ne vsebujejo transgena in prenašajo le tarčne mutacije. TALEN je 
učinkovita metoda za izboljšanje lastnosti pridelka  (Haun in sod., 2014). 
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6.3.4  Izbitje OSnRAMP5 gena za zmanjšano kopičenje kadmija v zrnih riža z uporabo 
CRISPR/Cas9 metode 
Kadmij je za večino živih organizmov zelo strupena težka kovina. Razpolovna doba kadmija 
v človeškem telesu je ocenjena na skoraj 30 let. Dolgotrajen vnos kadmija lahko privede do 
kronične zastrupitve ledvic, raka in drugih zdravstvenih težav. Riž (Oryza sativa L.) je 
najpomembnejša hrana za več kot polovico svetovnega prebivalstva. 90 % svetovnega riža je 
proizvedeno v Aziji, kjer je po nedavnih raziskavah ugotovljena višja povprečna 
koncentracija kadmija kot v vzorcih iz Evrope, SV in J Amerike. Riž s prekomernimi 
količinami kadmija predstavlja grožnjo za zdravje ljudi, katerih glavno živilo predstavlja riž. 
Razvoj kultivarjev, ki imajo nizko vsebnost kadmija je cilj žlahtniteljev in pridelovalcev, kar 
pa je s konvencionalnim žlahtnjenjem težko doseči. V tej študiji poročajo o razvoju novih linij 
riža z uporabo CRISPR/Cas9 metode. Onesposobili so gen OsNramp5, ki je odgovoren za 
prenos kovin. Hidroponska kultura mutantnih rastlin je pokazala, da se je koncentracija 
kadmija močno zmanjšala, kar je prav tako rešilo problem oslabljene rasti v razmerah, kjer je 
koncentracija kadmija v tleh visoka. Rezultati so pokazali nižje koncentracije kadmija v 
mutantnih rastlinah v primerjavi z rastlinami divjega tipa, kar ponuja praktičen pristop za 
razvoj sort riža, ki imajo v tleh onesnaženih s kadmijem zmanjšane koncentracije omenjenega 
elementa v zrnu (Tang in sod., 2017). 
6.3.5  Zmanjšano pokanje luskov pri oljni ogrščici z uporabo CRISPR/Cas9 metode 
Oljna ogrščica (Brassica napus L.) je najpomembnejša oljnica v srednji in severni Evropi, ter 
takoj za sojo druga najpomembnejša oljnica na svetu. En lusk oljne ogrščice vsebuje 15-18 
oljnatih semen. Ocenjujejo, da pokanje luskov pred žetvijo in s tem izguba semen, zmanjša 
pridelek za 15-20 %, visoke temperature pa lahko izgube še povečajo. Znanstveniki iz 
univerze v Kielu so želeli s CRISPR/Cas9 metodo pridobiti rastline s stabilnim luskom in 
posledično čim manjšo izgubo pridelka. Ker ima oljna ogrščica več kopij vsakega gena (je 
poliploidna), je CRISPR/Cas9 metoda učinkovita metoda spreminjanja, saj spremeni 
delovanje vsem kopijam gena, kar z uporabo mutagenih kemikalij ni bilo mogoče doseči. S 
CRISPR/Cas9 metodo so nemški znanstveniki ciljali 2 ALC (ALCATRAZ) gena, 
BnaA.ALC.a in BnaC.ALC.a. Izbitje teh genov je vodilo do izboljšanja odpornosti na pokanje 
luskov in s tem zmanjšanje izgube pridelka pred žetvijo in med mehanično žetvijo (Braatz in 
sod., 2017). 
6.3.6  Pšenica z zmanjšano vsebnostjo glutena z uporabo CRIPSR/Cas9 metode 
Celiakija je avtoimunska bolezen, ki nastane pri osebah z genetsko predispozicijo. Sproži jo 
zaužitje beljakovin glutena iz pšenice, ječmena in rži. S klasično mutagenezo in 
tradicionalnim žlahtnjenjem niso uspeli pridobiti rastlin z zmanjšano vsebnostjo glutena, ki bi 
bila primerna za bolnike s celiakijo. V tej raziskavi so znanstveniki s pomočjo CRISPR/Cas9 
metode natančno in učinkovito zmanjšali vsebnost α-gliadinov v semenu in s tem pridobili 
linije pšenice, primerne za uporabnike z glutensko intoleranco. Spremenili so imunoreaktivne 
α-gliadin gene z uporabo CRISPR/Cas9 metode, da so pridobili netransgene linije  z nizko 
vsebnostjo glutena. S CRISPR/Cas9 metodo so natančno in uspešno ciljali regije α-gliadin 
genov v navadni (Triticum aestivum L.) in trdi (Triticum durum L.) pšenici. Imunoreaktivnost 
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v linijah, preurejenih s CRISPR/Cas9 metodo je bila zmanjšana za 85%, kar kaže na 
uspešnost uporabe omenjene metode (Sanchez-Leon in sod., 2018). 
6.4  IZBOLJŠANA RAST KORENIN 
6.4.1  Povečana koreninska biomasa pri regratu z uporabo CRISPR/Cas9 metode 
Iskanje alternativnih virov naravnega kavčuka je zaradi povečanega povpraševanja ter 
izzivov, ki jih predstavlja gojenje kavčukovca (počasna rast, stroge podnebne razmere, 
dovzetnost za bolezni), znatno narastla. Ruski regrat (Taraxacum koksaghyz L. Rodin) 
predstavlja obetavno alternativo, saj v svojih koreninah proizvaja in shranjuje inulin ter 
naravni kavčuk. Za domestifikacijo te ratline je potreben razvoj stabilnih agronomskih 
lastnosti kot so večje količine inulina ter naravnega kavčuka, večja koreninska biomasa in 
koreninska morfologija, bolj primerna za gojenje in spravilo. Nemškim znanstvenikom je 
uspelo identificirati in preurediti gen, ki vpliva na rast korenin. S CRISPR/Cas9 metodo so 
ciljali  gen TkRALF1 in ga onesposobili (delecije, insercije). V primerjavi s kontrolno 
skupino so mutantne linije pokazale izboljšano koreninsko morfologijo, povečanje koreninske 
biomase ter več inulina in naravnega kavčuka. Rezultati nakazujejo, da je izguba funkcije 
gena TkRALF1 z uporabo CRISPR/Cas9 metode koristen pristop za izboljšanje agronomskih 
lastnosti (Wieghaus in sod., 2019). 
6.4.2  Izboljšana rast korenin bombaža v tleh z nizkimi in visokimi koncentracijami 
dušika z uporabo CRISPR/Cas9 metode 
Razvoj korenin je bistven za dobro rast, vnos vode in hranil ter zaznavanje in odzivanje na 
stres. Bombaž (Gossypium sp. L.) ima koreninski sistem, sestavljen iz glavne ter sekundarnih 
(stranskih) korenin. Izboljšan razvoj stranskih korenin bi lahko spodbudilo rast bombaža. 
Kitajski znanstveniki so  z uporabo CRISPR/Cas9 metode želeli ustvariti visokorodne, 
transgene rastline, ki so prilagodljive na visoke in nizke koncentracije hranil v tleh. 
Onesposobili so gen GhARG, ki kodira encim arginazo, da bi izboljšali formiranje stranskih 
korenin. Rezultati so pokazali znatno izboljšanje razvoja koreninskega sistema v razmerah z 
visokimi in nizkimi koncentracijami dušika. Rezultati kažejo, da je CRISPR/Cas9 učinkovita 
metoda spreminjanja tudi pri poliploidnih rastlinah (Wang in sod., 2017). 
6.5  POVEČANA KOLIČINA PRIDELKA 
6.5.1  Pregled 4 genov, ki vplivajo na količino pridelka pri rižu z uporabo CRISPR/Cas9 
metode 
Riž (Oryza sativa L.) je najbolj pomembna rastlina za prehrano na svetu, zato je čim večji 
pridelek cilj vseh žlahtniteljev in pridelovalcev. V tej študiji so znanstveniki uporabili 
CRISPR/Cas9 sistem, s katerim so ciljali gene GN1a, DEO1, GS3 in IPA1, ki delujejo kot 
regulatorji za velikost zrn, zgradbo rastline, število zrn in zgradbo lata. Analiza preurejenih 
genov v prvi generaciji (T0) je pokazala, da je CRISPR/Cas9 učinkovit način genomskega 
preurejanja. Delež rastlin z mutacijami na želenem mestu je pri genu DEP1 67,5 %, GN1a 
42,5 %, GS4 57,5 % in IPA1 27,5 %. T2 generacija mutantov pa je imela rastline s povečanim 
številom zrn, pokončne late ter večja zrna. Ta študija je pokazala, da lahko z uporabo 
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CRISPR/Cas9 metode pri eni sorti spremenimo številne regulatorje pomembnih lastnosti (Li 
in sod., 2016). 
6.5.2  Povečanje pridelka zrnja s pospešenim izraščanjem brstov in povečanjem števila 
bilk pri rižu z uporabo CRISPR/Cas9 metode 
Prenašalci (transporterji) aminokislin (AAT) (ang. amino acid transporters) so proteini celične 
membrane, ki prenašajo določene aminokisline. AAT imajo ključno vlogo pri različnih 
rastlinskih procesih kot so razvoj semena, abiotski stres in pri okužbah s patogeni, prav tako 
pa so nepogrešljivi pri razporejanju hranil pri razvoju rastline. V tej raziskavi so znanstveniki 
dokazali, da izguba funkcije aminokislinskega prenašalca OsAAP3 poveča donos zrnja, 
pospeši rast brstov in poveča število bilk pri rižu (Oryza sativa L.). Povečana aktivnost 
OsAAP3 pri transgenih rastlinah pa se odraža v večjih koncentracijah aminokislin (Lys, Arg, 
His, Asp, Ala, Gln, Gly, Thr in Tyr), zavira razvoj brstov in rast bilk. S CRISPR/Cas9 metodo 
so znanstveniki onesposobili OsAAP3 riža Japonica KY131 in ZH11 in s tem ugotovili, da bi 
lahko z modifikacijo izražanja OsAAP3 znatno zvečali pridelek zrnja pri rižu (Lu in sod., 
2018). 
6.6  IZBOLJŠANJE LASTNOSTI CVETOV IN PLODOV 
6.6.1  Podaljšanje dolgoživosti cvetov pri petuniji z uporabo CPRISPR/Cas9 metode 
Petunije (Petunia sp.) so priljubljene okrasne rastline, za katere so značilne različne oblike in 
barve cvetov, predvsem pa so cenjene, saj v daljšem časovnem obdobju nenehno razvijajo 
nove cvetove. Ker  pa posamezen cvet hitro ovene, so Južnokorejski znanstveniki iz 
Nacionalne Univerze Kyungpook raziskovali povezavo med PhACO geni (PhACO-1, 
PhACO-3, PhACO-4) v petuniji in sintezo etilena v različnih fazah cvetenja. Z metodo 
CRISPR/Cas9 so ciljali gen PhACO-1 in s tem ugotovili vlogo tega gena pri produkciji 
etilena in posledično staranju rastline. V T0 mutantnih linijah (ne glede na tip mutantov) je 
bila raven etilena znatno zmanjšana in s tem izboljšana dolgoživost posameznega cvetu v 
primerjavi z divjim tipom. Prav tako je bil potrjen prenos preurejenega gena na T1 generacijo. 
Pri karakterizaciji mutantnih linij so pri homozigotnih mutantih odkrili delecije 10bp, pri 
ostalih mutantih pa različne delecije/insercije. S to študijo so potrdili vlogo PhACO-1 gena pri 
sintezi etilena in dolgoživosti cvetov ter pokazali, da je CRISPR/Cas9 metoda učinkovit 
pristop za izboljšanje kakovosti cvetov (Wu in sod., 2019). 
6.6.2  Hitrejše cvetenje in bolj kompaktna rast pri kiviju z uporabo CRISPR/Cas9 
metode 
Komercialno gojenje kivija (Actinidia chinensis L.) je povezano s številnimi težavami, kot so 
velika dovzetnost za bolezni, draga in zahtevna oskrba rastline. Dolga adolescenca, (približno 
pet let pred prvim cvetenjem) je glavna ovira za razvoj izboljšanih sort kivija. Znanstveniki iz 
Nove Zelandije so s CRISPR/Cas9 metodo uspeli ustvariti bolj kompaktne rastline s hitrejšim 
cvetenjem in razvojem. Številni  CEN geni so bili identificirani kot potencialni zatiralci 
cvetenja pri kiviju. V tej raziskavi so znanstveniki ciljali na gena AcCEN4 in AcCEN in z 
mutacijami omenjenih genov iz vzpenjalke z dolgotrajnim razvojem pridobili kompaktno 
rastlino s hitrejšim razvojem cvetov in plodov. Ugotovili so, da mutacije le enega izmed teh 
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dveh genov vplivajo na hitrejše cvetenje, kadar pa se mutacije nanašajo na oba gena, je poleg 
hitrejšega razvoja, opažena tudi bolj kompaktna rast. Mutageneza AcCEN4 in AcCEN genov 
s CRISPR/Cas9 metodo je lahko koristen pristop za izboljšanje lastnosti in olajšanje vzgoje 
kivija  (Varkonyi-Gasic in sod., 2019). 
7  ZAKLJUČEK 
Genomsko preurejanje predstavlja pomembno alternativo klasičnemu žlahtnjenju in 
genskemu spreminjanju, namen vseh omenjenih pa je izboljšanje obstoječih lastnosti v 
ciljnem organizmu. Pri konvencionalnem žlahtnjenju je izboljšanje lastnosti težje izvedljivo, 
saj je postopek dolgotrajen in nepredvidljiv, mnogokrat  se odražajo tudi neželene 
spremembe. Pri genskem spreminjanju gre za spremembo točno določenega gena, pri čemer v 
organizem vnesemo gen, ki izvira iz drugega organizma. Pri genskem spreminjanju  naletimo 
na omejitve v smislu zakonske regulative, saj so transgeni organizmi v Evropski uniji in  
nekaterih drugih državah prepovedani. Genomsko preurejanje temelji na preurejanju 
obstoječih genov, pri čemer ne vnašamo genov iz drugih organizmov, kot pri genskem 
spreminjanju. Preurejamo točno določen gen, zato mutacije niso naključne kot pri 
konvencionalnem žlahtnjenju. Najbolj uporabljene metode genomskega preurejanja so 
nukleaze z motivi cinkovih prstov (ZFN), nukleaze TAL efektorjev (TALEN) ter gruče 
enakomerno prekinjenih palindromnih ponovitev (CRISPR/Cas9), ki je v zadnjem času 
prevzela vodilno vlogo in je hitro napredujoča metoda.  
Navedeni primeri uspešnega preurejanja organizmov z uporabo CRISPR/Cas9 in TALEN 
nakazujejo vsestransko uporabnost genomskega preurejanja, predvsem CRISPR/Cas9 metode. 
Kljub prednostim genomskega preurejanja v smislu učinkovitosti, natančnosti in napredka v 
kmetijstvu pa je genomsko preurejanje v Evropski uniji izenačeno s postopki gensko 
spremenjenih organizmov, torej je prepovedano, v nekaterih drugih državah pa obravnavajo 
vsak primer posebej. 
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